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Echokontrastmlttel 



Oie Erfindung betrlfft eine waBrige Zubereitung zur Aufnahme und Stablll : 
sierung von Mikrogasblaschen zur Verwendung als Echokontrastmlttel . 

^tnnfl ^P r Tpchnlk 

Oa Ultraschall von in FlQssigkeiten suspendierten Gasblischen stark reflek- 
tiert wird, wurden als Kontrastmittel fur die Ultrascha1ld1agnost1k schon 
fruhzeltig waBrige Zubereitungen vorgeschlagen, die stabHlslerte Mikrogas- 
blaschen enthalten. Mikrogasblaschen las sen sich in waBrigen Zubereitungen 
durch Herabsetzung der Oberflachenspannung, d.h. durch Zusatz geeigneter 
Tenside stabilisieren. 

In der EP-B-0077752 wird angegeben, daB waBrige Losungen, die ein Tensid 
Oder ein Tensidgemisch und zusatzlich eine viskositStserhohende Substanz 
enthalten, vorteilhafte kontrasterzeugende Eigenschaften aufweisen. Als in 
Frage kommende Tenside werden u.a. nicht ionogene Led thine und Leclthin- 
fraktionen sowie Polyoxyethylenpolyoxypropylen-Polymere angegeben. In den 
sechs Herstellungsbeispielen der EP-B-0077752 werden Zubereitungen angege- 
ben die als Tensid Jewells ein Polyoxyethylenpolyoxypropylen-Polymeres und 
als viskositatserhdhende Substanz Glucose oder Dextran oder das Polyoxy- 
ethylenpolyoxypropylen-Polymere selbst enthalten. Elm , Nach -beltung der 
Herstellungsbeisplele hat gezeigt, daB die kontrastgeb en de W r u ng n 
befrledlgend 1st. So eignen sich die Zubereitungen der EP B-0077752 nicht 
fur Linksherzdarsteliungen. 

Es mr te nun Qberr.schenden.e1se gefund.», d,8 «i8r1 9 e ZubereUungen die 
neben Po, y .x,eth, 1 e„p..,.x,pr.py1en-P.l»»ereh neg.tlv 9 , . dene 
d, enthalten, sich 1n Oberr.gender -else zur Aufnatane und StabH,s,erun, 
von Mikrogasblaschen eignen. 
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Beschreibuno dpr Prf^^ 

. Gegenstand der Erflndung sind daher wlflrige Zubereltungen zur Aufnahme und 
Stabilisierung von Mikrogasblaschen zur Verwendung als Echokontrastniittel 
enthaltend Polyoxyethylenpolyoxypropylen-Polymere und negativ geladene 
Phospholipide. 

Weitere Gegenstande ergeben sich aus den Patentanspruchen. 

Als Polyoxyethylenpolyoxypropylen-Polymere werden solche mit einem mittle- 
ren Molekulargewicht von 8350 bis 14000 bevorzugt, Polyoxyethylenpolyoxy- 
propylen-Polymere werden auch als Poloxamere bezelchnet und sind z.B. unter 
dem Warenzeichen Pluronics* (Wyandotte Chemicals Corp.) im Handel erhSlt- 
lich. Die erfindungsgemaBen Zubereltungen enthalten 0,1 bis 10 X, yorzugs- 
weise 1 bis 5 %, Polyoxyethylenpolyoxypropylen-Polymere. Oie negativ gela- 
denen Phospholipide sind 1n einer Henge von 0,01 bis 5 *, vorzugsweise 0,5 
bis 2 % enthalten. Prozentangaben beziehen sich jeweils auf Gewicht/Volu 
men. 

Als negativ geladene Phospholipide kommen Phosphatidylglycerole, Phosphati- 
dyl inositole, Phosphatldylethanol amine und Phosphatidyl serine und deren 
Lysoformen in Frage. Unter Lysoformen der negativ geladenen Phospholipide 
werden negativ geladene Phospholipide verstanden, die nur einen Acyl rest 
enthalten. Bevorzugt sind Lysoformen der negativ geladenen Phospholipide, 
bel denen die Acylgruppe am Sauerstoff des Kohl enstoff atoms 1 des Glyce- 
rinmolekGls gebunden 1st. Besonders bevorzugte negativ geladene Phospholi- 
pide sind Dlpalmltoylphosphatidylglycerol (DPPG) und Olstearoylphosphat- 
idylglycerol (0SPG), wobei D1stearoylphosphat1dylglycerol (DSPG) ganz be- 
sonders bevorzugt 1st. 

Die erfindungsgemaBen Zubereitungen zeichnen sich gegenuber dem Stand der 
Technik dadurch aus, daB mlt geringem mechanischen Aufwand Mikrogasblaschen 
enthaltende Echokontrastmittel erzeugt werden konnen, die wegen 1hrer 
groBen StabilltSt einen lang anhaltenden Kontrast erzeugen und sich ausge- 
zeichnet auch zur Linksherzdarstellung eignen. Besonders hervorzuheben ist, 
daB sich die erfindungsgemiBen Zubereltungen ausgezelchnet zur Darstellung 




von Inneren OberflSchenstrukturen eignen, da die MlkrogasblSschen anschei- 
nend gut an OberflSchen haften und so auch nach AusspOlen der 1m Lumen von 
GefSBen befindllchen MlkrogasblSschen einen aufschluBrelchen Kontrast er- 
zeugen. Dadurch 1st es beispielsweise mdgllch, die Oynamik des Herzens auch 
nach Auswaschen des Kontrastmlttels deutllcher darzustellen. 

Die Herstellung der erfindungsgemSBen Zubereltungen 1st unproblematisch und 
kann erfolgen, 1ndem die einzelnen Komponenten zusammen oder nacheinander 
in Wasser eingetragen und notigenfalls unter Erwarmen und Ruhren gelost 
werden. GewQnschtenfalls kann noch sterilisiert werden, beispielsweise 
durch Hitzesterilisation. 

Als besonders gut geeignet zur Einstellung der Isotonic der erflndungsge- 
maBen Zubereltungen haben sich Glycerin, Mann it und Ammoniumsalze von Aml- 
nosSuren, vorzugsweise Glydn, erwiesen. 

Die Erzeugung der MlkrogasblSschen erfolgt zweckmiBlgerwelse erst kurz vor 
Verabreichung an die zu untersuchenden Patienten und wird auf an sich be- 
kannte Weise vorgenommen. Wird z.B. die erfindungsgemafle Zubereltung in 
einer Durchstechflasche zur Verfugung gestellt, so kann die Losung zusammen 
mit der gewiinschten Menge Luft in eine Qbllche Spr4tze aufgezogen werden 
und wieder mit mogllchst hohem Druck Ober eine enge KanQle 1n die Durch- 
stechflasche eingespHtzt werden. Notigenfalls wird das Aufziehen und Aus- 
sprltzen mehrmals wlederholt. Altemativ konnen die erfindungsgemSBen Zube- 
reltungen auch zwlschen zwel Sprltzen Qber ein VerbindungsstQck m1t engem 
Querschnltt oder eine zwlschen die belden Sprltzen geschaltete Mlschkammer 
hin- und hergedruckt werden. Das letztgenannte Verfahren fflhrt zu besonders 
informativen Ultraschallbildern, wobel gleichzeitlg die Ergiebigkelt welter 
erhdht wird. 

Als Gase zur Erzeugung der MlkrogasblSschen kommen alle physiologisch ver- 
traglichen Gase in Frage. Die erflndungsgemSBen Zubereltungen werden pro 
1 ml mit 0,01 bis 0,1, vorzugsweise mit 0,04 bis 0,06 ml Gas aufgeschaumt. 
Sie werden nach Erzeugung der MlkrogasblSschen vorzugsweise intravenos ver- 
abreicht. Je nach Anwendungszweck werden 1 bis 20 ml, vorzugsweise 2 bis 
8 ml, und besonders bevorzugt 5 ml der erflndungsgemSBen Zubereltungen ver- 
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abrelcht. 

Besonders hervorzuheben ist, daB die erfindungsgemaBen Zubereitungen wegen 
Ihrer 1m Verglelch zum Stand der Technlk erhdhten Irglebigkeit niedrlger • 
doslert werden konnen. 



Beisoiele 

1. 3,0 g Polyoxyethylenpolyoxypropylen-Polymeres m1t einem mittleren Mole- 
kulargewlcht von 8400 (P1uron1c«F68), 1,0 g Dlpalmltoylphosphatldylglycerol 
(DPPG) und 3,6 g Glycerin werden In 80 ml Hasser elngetragen. Man erwirmt 
auf ca. 80"C und ruhrt, bis e1ne vollstandige Aufldsung stattgefunden hat. 
Nach dem Abkuhlen wird rait destill iertem Wasser auf 100 ml aufgefullt.. 

2. Man verfShrt wle In Be1 spiel 1, mit dem Unterschled, daB statt OPPG 
1,0 g Sojaphosphatidylglycerol (Fa. Lucas Meyer, Hamburg) verwendet wird. 

3. In 80 ml Hasser werden 1,1 g Glycin eingetragen. Mit verdOnntem Ammo- 
niak und wird ein pH von 6 Ms 7 eingestellt. In die LSsung werden 3,0 g 
Polyoxyethylenpolyoxypropylen-Polymeres mit einem mittleren Molekularge- 
wicht von 8400 (Pluron1c«F68) und 1,0 g OPPG gegeben. Man erwSrmt auf ca. 
80*C und ruhrt bis eine vollstandige Aufldsung stattgefunden hat. Nach dem 
Abkuhlen wird rait destllliertem Wasser auf 100 ml aufgefullt. 

4. Man verfahrt wle In Belsplel 3, mit dem Unterschled, daB statt DPPG 
1,0 g Sojaphosphatidylglycerol (Fa. Lucas Meyer) verwendet wl^ 

5. In 80 ml Wasser werden 4,0 g Polyoxyethylenpolyoxypropylen-Polymeres 
(Poloxamer 188, Pluronlc* F68), 1,0 g Olstearoylphosphatldylglycerol und 
5,4 g Mannlt elngetragen. Man erwSrmt auf ca. 80*C und ruhrt bis zur voll- 
standigen Aufldsung. Nach dem Abkuhlen wird mit destill iertem Wasser auf 
100 ml aufgefullt. 
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Yerqlelchsversuche 

Die Untersuchungen wurden an wachen mannlichen Beagle-Hunden (18,2-30,5 kg 
Korpergewicht) durchgefiihrt. Den Hunden wurden jeweils 5 ml i.v. der nach- 
folgend beschriebenen Kontrastmittelzubereitungen appliziert: 

A: Eine pro 1000 ml 35 g vernetzte Polypeptide enthaltende Infusionslosung 

zur Plasmasubstitution (Haemaccel* der Fa. Behringwerke) 
B: Echovist* (Echokontrastmlttel der Fa. Sobering) 

C: Eine wassrlge Losung enthaltend 4 Gew.-% Poloxamer 188 (Pluronic* F68) 

und 4 Gew.-X Glucose (Beispiel 1 in EP 0 077 752) 
0: Eine wassrlge Losung enthaltend 2 Gew.-% Poloxamer und 4 Gew.-% Glucose 

(Beispiel 2 in EP 0 077 752) 
E: Eine wassrlge Losung enthaltend 1 Gew.-% Poloxamer und 4 Gew.-% Glucose 

(Beispiel 3 in EP 0 077 752) 
F: ErfindungsgemaBe Zubereitung nach Beispiel 5 

Die Ldsungen A, C, D, E und F werden luftfrei in einer ersten Spritze auf- 
gezogen. Diese Spritze wird sodann mit dem freien Ende einer fest mit einer 
zweiten Spritze verbundenen, 0,18 ml Luft enthaltenden Hischkaramer konnek- 
tiert. Unmittelbar vor der Applikation werden die Lfisungen fOnfmal aus der 
ersten Spritze Qber die Mischkammer 1n die zweite Spritze und wieder zuruck 
gepumpt. 

Das handelsObliche Kontrastmittel B wird nach den Anweisungen der Packungs- 
beilage bereitet. 

Die echokardiographischen Ultraschallaufnahmen wurden mit einem Ultra* 
schallgerSt Sonoscope 4 m1t mechanlschem Kopf be1 3,5 MHz durchgefuhrt. Die 
Videoprlnts der erhaltenen Ultraschallbllder wurden bezQglich der Kontrast- 
intensitat densitometrisch ausgewertet. Das verwendete Densitometer (Gretag 
D182) bestimmt die Anderungen der Helligkeit (brightness) in 100 Schritten 
in einem Bereich von 0,00 bis 2,50 Dlchteeinheiten (density units). Die Ka- 
librierung erfolgt anhand der herstellerseitig bereitgestellten Kalibrie- 
rungskarte nach DIN 16536 (calibration reference), wobei dem hellsten HeiB 
der Wert 1,64 und dem dunkelsten Schwarz der Wert 0,00 zugeordnet wird. Das 
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Mlttel aus vier elnzelnen Bestimmungen auf einer FlSche von 1 cm x 1 cm er- 
gibt den Wert fGr jedes Tier fur die app11z1erte*Zubere1tung. 

Die erhaltenen Ergebnlsse slnd In der nachfolgenden Tabelle wledergegeben. 
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Aus den Ergebnissen erglbt sich, daB die erflndungsgemaBen Echokontrast- 
mlttel 1m Gegensatz zu den Echokontrastmlttel n nach dera Stand der Technlk 
lungenganglg sind und daher sich ausgezelchnet zur Unksherzdiagnostlk elg- 
nen. Die Anwendbarkel t der Ultraschallblldgebung 1n der Herzd1agnost1k wlrd 
durch die erflndungsgemaBen Echokontrastmlttel erhebllch erweltert. 

DarOberhlnaus wurde gefunden, daB die Hlkroblischen der erflndungsgemSBen 
Echokontrastmlttel anschelnend eine erhebllche Aff1n1tat zu den Inneren 
OberflJchen von 6ef3Ben und Hohlrlumen des K3rpers aufwelsen. Oas hat zur 
Folge, daB die Umrlsse von GefaBen und Hohlraumen sehr vlel besser und da- 
mn Informatlver dargestellt werden als dies mlt Kontrastmltteln nach dem 
Stand der Technlk moglich war. Besonders vorteilhaft 1st hierbel, daB diese 
stark verbesserte Darstellung der Oberflachen von GefiBen und Hohlraumen 
auch noch bestehen blelbt, wenn das Lumen des GefaBes oder Hohlraumes be- 
relts frei von Echokontrastmlttel 1st. Diese Oberraschende Kontrastierung 
von Oberflachen UBt sich zum Bei spiel zur Beobachtung des Endocards nut- 
zen. 
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In den Abblldungen 1 und 2 1st das Ergebnis elnes Versuches zur Belegung 
dieser neuartlgen Kontrastierung von OberflSchenstrukturen dargestellt. 

Abblldung 1 zeigt das echokardldgraphische B11d des Endocards eines wachen 
Beagle-Hundes 1m sogenannten Vierkammerblick uhrhl ttelbar vor Erschelnen'des 
ersten Kontrastes nach Verabreichung von 1 ml Echokontrastmlttel nach Be1- 
splel 1. 

Abblldung 2 zeigt das Endocard des Tieres, nachdem das Echokontrastmlttel 
berelts wleder aus dem Herzen ausgewaschen war. 

Aus dem Verglelch der beiden Abbildungen erglbt s1ch, daB m1t den erfin- 
dungsgemaBen Echokontrastmlttel n e1ne unerwartete Zelchnung des Endocards 
mogllch ist, die fur dlagnostische Zwecke elneh hohen Informat1onsgew1nn 
bedeutet. 
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PatentansorQche 

1. WaBrige' Zubereitung zur Aufnahme und Stabllislerung von Mlkrogasblas- 
chen zur Verwendung als Echokontrastmittel enthaltend Polyoxyethylenpoly- 
oxypropylen-Polymere und negativ geladene Phospholipide. 

2. Zubereitung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB Polyoxyethy- 
lenpolyoxypropylen-Polymere mit eineni mlttleren MolekulargevMcht von 8350 
bis 14000 verwendet werden. 

3. Zubereitung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB Polyoxyethy- 
lenpolyoxypropylen-Polymere in einer Henge von 0,1 bis 10 X (Gewicht/Volu- 
men) en thai ten sind. 

4. Zubereitung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Polyoxy- 
ethylenpolyoxypropyl en-Pol ymere in einer Menge von 1 bis 5 % (Gewlcht/Vo- 
lumen) enthalten sind. 

5. Zubereitung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als negativ 
geladene Phospholipide Phosphatldylglycerole, Phosphatidyl inosltole, Phos- 
phatidyl ethanol amine und/oder Phosphatidyl serine enthalten sind. 

6. Zubereitung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB als negativ 
geladenes Phospholipid Olstearoylphosphatldylglycerol enthalten 1st. 

7. Zubereitung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB negativ gela- 
denes Phospholipid 1n einer Menge von 0,01 bis 5 X (Gewlcht/Volumen) ent- 
halten 1st. 

8. Zubereitung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB sle 3 % (6e- 
wicht/Volumen) Polyoxyethylenpolyoxypropylen-Polymere mit einem mittleren 
Molekulargewicht von 8400 und 1 % (Gewlcht/Volumen) Olstearoylphosphatl- 
dylglycerol enthalt- 

9. Zubereitung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das oder die 
negativ geladenen Phospholipide als Lysoform zugegen sind. 



10. Verfahren zur Herstellung einer waBrigen Zubereitung zur Aufnahme und 
Stablllslerung von Mikroblaschen zur Verwendung als Echokontrastmittel , da- 
durch gekennzeichnet, daB man Polyoxyethylenpolypxypropylen-Polymere zusam- 
men mit einem negativ geladenen Phospholipid und fur zur Erreichung der 
Isotonie ublichen Hilfsstoffe in Wasser 16st. 
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